
 

 

抗体を液滴に濃縮し細胞内へ高速輸送 

—クモ毒改良ペプチドと抗体による液—液相分離の誘起と抗体の細胞内輸送— 

 

概要 

 京都大学化学研究所の二木史朗教授らの研究グループは、液―液相分離を活用して、抗体などの

タンパク質と高分子細胞内送達ペプチドを液滴内に濃縮することで、細胞内に効果的に輸送する手

法を開発しました。 

液―液相分離とは、水中に存在する高分子が相互作用により集合し、高分子を多く含む相と希薄

な相の 2 相に分かれる現象です。この時、高分子を多く含む相は水中に漂う液滴状に観察されま

す。近年、この現象は細胞の生命活動において重要な役割を担っていることが分かり、細胞生物学

の分野において盛んに研究が行われています。一方で、薬物送達の分野においても、この液―液相

分離により形成される液滴が新たな薬物キャリアとして注目を集めています。しかし、これまでに

抗体のようなサイズの大きなタンパク質の細胞内輸送を達成した報告はありませんでした。抗体を

含むバイオ医薬品はこれまでの低分子医薬品にない優れた特性や治療効果を示すものとして世界中

で開発が進められており、細胞内への効果的な輸送方法が模索されています。本研究では蛍光色素

により標識されることで負電荷性を持った抗体が、正電荷性を持つ高分子送達ペプチド FcB(L17E)3

と静電的相互作用により液―液相

分離を引き起こすことを見出し、

さらには形成された液滴中に高分

子送達ペプチドが含まれることで

濃縮されたタンパク質が効率的に

細胞内へ移行することを明らかに

しました。この現象の発見によ

り、今後、液―液相分離を応用し

た新たな薬物キャリアの開発が加

速されると期待されます。 

 本研究成果は 2021 年 6 月 11 日

付で、Very Important Paper (VIP､

上位 5%の重要論文)として国際学

術誌「Angewandte Chemie 

International Edition」にてオンラ

イン掲載されました。 

 

 

 

 

 

 



1． 背景 

抗体は優れた抗原認識能を有しており、生命科学分野において特定の分子解析ツールとして用い

られているだけでなく、分子標的薬としての開発が進んでいます。しかし抗体は自身のサイズ (約

150 kDa) が大きく、親水性も高いことから、そのままでは細胞を覆う脂質バリアである細胞膜を透

過することができません。そのため、生細胞内分子を標的にすることは一般に困難です。抗体の医

薬品としての適用においても、その標的は細胞外分子に限られています。抗体を効率よく生細胞内

に送達する手法を開発することができれば、細胞生物学の基礎研究に大きなインパクトを与えるだ

けでなく、抗体医薬品の適用を細胞内因子にまで拡張することが可能になると期待されます。 

二木教授らの研究グループは以前に、クモ毒由来の溶血性ペプチド M-lycotoxin の配列を改変し

た高分子細胞内送達ペプチド L17E を開発しました。L17E の開発により、抗体を含むバイオ高分子

を細胞内に導入することが可能になりました。しかし、L17E の十分な活性を得るためには高濃度の

L17E と抗体が必要です。細胞生物学などの基礎研究への適用や臨床応用を見据えると、細胞内送達

に必要な L17E と抗体がより低濃度で、より効率的に細胞内に送達できることが求められます。 

 

2． 研究手法・成果 

この実現をめざし、同研究グループは、L17E の多量体化と抗体との複合体形成によりこの問題の

解決をはかることを意図し、抗体の Fc 領域に結合する L17E の三量体、FcB(L17E)3 というペプチ

ドを作製しました。 

まず、FcB(L17E)3 による抗体の細胞内送達能が L17E と比較してどれだけ向上するかについて評

価しました。顕微鏡を用いて観察をするために抗体には蛍光色素による標識を行いました。結果と

して、FcB(L17E)3 は、細胞内送達の際に必要な抗体量を、L17E を用いた場合の約 1/10 に低減でき

ることが分かりました。 

続いて同研究グループは、この効果的な細胞内送達を達成する作用様式を検討しました。

FcB(L17E)3 と抗体の各 1 分子からなる複合体による細胞内移行することを当初想定していました

が、実際に FcB(L17E)3 と蛍光標識抗体の混合溶液を観察すると、溶液中で多くの分子が集合するこ

とで、濃縮され、溶液中の他の領域とは分離した 2 μm ほどの液滴を形成していることが分かりま

した。詳細な検討により、この液滴が静電的相互作用を駆動力とした液―液相分離によるものであ

ることが明らかになりした。FcB(L17E)3 による蛍光標識抗体の細胞内への移行の様子を経時的に観

察したところ、形成された液滴から大量の蛍光標識抗体が細胞内へと一挙に流入する様子を捉える

ことができました。細胞内へ送達された抗体の細胞内標的タンパク質の認識能も保持されているこ

とも示されました。 

以上に加えて、今回の研究では、FcB(L17E)3 と(－30)GFP という負電荷性の緑色蛍光タンパク質

との静電的相互作用により、蛍光標識抗体の場合と同様の現象を観察することができました。さら

には、(－30)GFP を負電荷性のタグとして他の機能性タンパク質に付与することで、FcB(L17E)3 に

より細胞内へ送達し、その機能を発揮させることに成功しています。 

近年、液―液相分離は細胞内の生命現象を解き明かす重要な鍵として、細胞生物学分野において

盛んに研究が行われています。さらには液―液相分離により形成される液滴の核酸などの細胞内送

達への適用も報告され、液―液相分離は薬物送達に新しい潮流を生み出す方法論としても興味を持

たれています。しかし、液―液相分離を活用した薬物キャリアの研究は現在黎明期であり、特に機

能を持ったタンパク質の細胞内送達は実現されていませんでした。原因の一つとして、ただ液滴が



形成されるだけでは効率的な内包物の細胞内への放出ができないことが挙げられます。今回、偶然

にも発見された高分子細胞内送達ペプチドと負電荷性タンパク質により形成された液滴による、効

率的なタンパク質の細胞内送達手法は、今後の液―液相分離を応用した薬物キャリアのデザイン戦

略に新しい設計指針を与えることになると期待されます。 

 

3． 波及効果・今後の予定 

今回の研究で、負電荷性のタンパク質を高分子送達ペプチドとともに液滴に濃縮することで効率

に細胞内へ送達できることが明らかになりました。細胞内の分子を認識・結合するタンパク質を導

入することで、細胞内の可視化や細胞内分子の活性制御が可能になると考えられ、新たな生命科学

研究ツールとしての利用が期待されます。特に、機能性タンパク質の導入によって、細胞内分子の

活性制御が可能となれば、従来の小分子では標的とすることが困難であったものを含む様々な細胞

内分子も標的とすることができる可能性があります。これにより、今までは困難であった難治性疾

患の新たな治療法開発につながる可能性があります。 

現状では、送達するタンパク質は負に帯電している必要があるため汎用性が高くないのが課題で

す。課題の克服を含め、液―液相分離を活用し、実用的で、様々なタンパク質へ応用できる細胞内

へのタンパク質送達手法の開発を目指します。 

 

4． 研究プロジェクトについて 
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